FORMULACIONES LIQUIDAS DE FOSFAPLATINO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el Dbeneficio de acuerdo con 35
U.S.C. § 119 (e) de 1la solicitud provisional estadounidense N.°
62/319.047, presentada el 6 de abril de 2016, gque se incorpora a
la presente por referencia en su totalidad.
CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencidn se refiere a composiciones farmacéuticas
de compuestos de fosfaplatino uUtiles como agentes anticancerosos,
en particular formulaciones ligquidas estables listas para usar en
el tratamiento de diversos tipos de céancer.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Los complejos de fosfaplatino monoméricos han demostrado un
gran potencial para el tratamiento de una variedad de enfermedades,
incluso una amplia gama de tipos de cancer. Ver, por ejemplo, WO
2009/021082, WO 2011/153365, y WO 2012/096722. Al igual gque muchos
compuestos de platino terapéuticamente utiles, los complejos de
fosfaplatino se administran generalmente por via parenteral, por
ejemplo, inyecciones intravenosas ("i.v." o "iv"). Los farmacos
para administracidén parenteral se formulan tipicamente como
liguidos, o) como s6lidos liofilizados que requieren la
reconstitucidén con un vehiculo estéril antes de la administracién.
Las formulaciones 1liquidas son altamente preferibles a las
formulaciones liofilizadas porgque a) son mas econdmicas y mas
faciles de fabricar, y b) son mucho mds faciles de administrar ya
gque no requieren reconstitucidn con un vehiculo estéril antes de
su uso. El1 pH de las formulaciones liquidas de farmaco para la
administracién iv se formulan tipicamente en un rango de pH cercano

al rango fisioldgico del pH de la sangre (7,3-7,4) para evitar 1los



desafios clinicos asociados con la administracidén de una
formulacidén de farmaco cuyo pH difiere significativamente del de
la sangre. Las formulaciones liquidas que son estables vy se
almacenan féacilmente a temperatura ambiente son altamente
preferibles a las formulaciones liquidas o liofilizadas, gque deben
almacenarse en condiciones de refrigeracidén o congelacidn. Debido
a la posible degradacién de los complejos de fosfaplatino
monoméricos en soluciones acuosas, especialmente en condiciones
acidas, sigue siendo un desafio la preparacién de formulaciones
liquidas estables listas para usar de estos compuestos.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién, en un aspecto, proporciona
composiciones farmacéuticas ligquidas que comprenden un compuesto
de fosfaplatino y una solucidn amortiguadora acuosa que tiene un
pH de 7 o superior, con un rango de pH preferido que va de 7-9. La
solucidén amortiguadora es una solucidén acuosa gue comprende una
sal de fosfato, una sal de carbonato/bicarbonato, o una combinacidn
de estas.

En algunas formas de realizacién, el compuesto de fosfaplatino

es un complejo pirofosfato-platino (II) gue tiene una férmula de

(I) o (II)
O I
I _p-OH
2/ \O_P/ \_/P \O_P/
R I OH I "OH
o (1), 0 (11),

o una sal de aquel, en donde R! y R?2 se seleccionan, cada uno,
independientemente de NH3;, de aminas alifdaticas sustituidas o no
sustituidas y de aminas aromdaticas sustituidas o no sustituidas; y
en donde R3 se selecciona de 1,2-diaminas alifdticas o aromdticas
sustituidas o no sustituidas.

En algunas formas de realizacidén con mayor preferencia, el

compuesto de fosfaplatino se selecciona del grupo que consiste en



trans-1, 2-ciclohexanodiamina-(dihidrogenopirofosfato)platino (II)

("trans-pirodach-2"), cualgquiera de los dos enantidmeros (R,R)-

pirodach-2 vy (S,S)—-pirodach-2, y cis-1,2-ciclohexanodiamina-
(dihidrogenopirofosfato)platino (II) ("cis-pirodach-2").

9 9 OH 9 OH
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(R.R)-pirodach-2 (S.S)-pirodach-2 cis-pirodach-2

Las formas de realizacidén con mayor preferencia de las
formulaciones demuestran el potencial de estabilidad de multiples
aflos a temperatura ambiente. Las formulaciones proporcionan una
solucidén concentrada estéril de (R,R)-pirodach-2 que se diluye
facilmente en liquidos i.v. estéandar utilizados en la
administracién i.v. de fdrmacos contra el cdncer o una solucidn
estéril en una concentracién adecuada en un vial listo para usar
en un paciente.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona procesos
para elaborar formulaciones liquidas, en particular formulaciones
listas para usar, de compuestos de fosfaplatino en una solucidn
amortiguadora como se describe en la presente, el proceso comprende
las etapas de: a) disolver un compuesto de fosfaplatino en un
amortiguador acuoso que comprende una cantidad suficiente de base
de hidrdéxido de manera que el pH permanece en 7 o por encima; b)
opcionalmente, agregar una base de hidrdéxido para ajustar el pH a
un rango deseado, y c¢) filtrar 1la solucidén para obtener una
formulacién liquida.

En otro aspecto, la presente invencidén estd dirigida al uso
de una formulacidén liquida estable de acuerdo con cualguier forma
de realizacidén descrita en la presente en el tratamiento de un tipo

de céancer.



Estos vy otros aspectos de la presente invencidén seran
apreciados mejor por referencia al siguiente dibujo, descripcidn
detallada y reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE 1LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra la potencia de las soluciones tapadas de
1 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en diversos amortiguadores almacenados
en camaras de estabilidad controladas a 25 °C/60 % de RH, segun lo
monitoreado por HPLC.

La Figura 2 ilustra la potencia de las soluciones tapadas de
1 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en varios amortiguadores almacenados
en camaras de estabilidad controladas a 40 °C/75 % de RH, segun lo
monitoreado por HPLC.

La Figura 3 ilustra la potencia de soluciones tapadas de 1
mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en un amortiguador de fosfato de potasio
de 10 mM a razdén de diversos pH almacenadas en camaras de
estabilidad controladas a 25 °C/60 % de RH segun lo monitoreado por
HPLC.

La Figura 4 ilustra la potencia de las soluciones tapadas de
1 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en un amortiguador de fosfato de
potasio de 10 mM a razdén de diversos pH almacenadas en camaras de
estabilidad controladas a 40 °C/75 % de RH segun lo monitoreado por
HPLC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencidén proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende un compuesto de fosfaplatino
y una solucidén amortiguadora acuosa que tiene un pH igual o superior
a 7.

En una forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, a
veces preferido, la composicién farmacéutica es una formulacidn

liguida lista para usar adecuada para la administracidn parenteral.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,



la concentracidén del compuesto de fosfaplatino es de alrededor de
20 mg/ml o menos.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
la concentracidén del compuesto de fosfaplatino es de entre
alrededor de 1 y alrededor de 10 mg/ml.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
la concentracidén del compuesto de fosfaplatino es de entre
alrededor de 1 y alrededor de 6 mg/ml.

En otra forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, la
concentracidén del compuesto de fosfaplatino es de alrededor de 5
mg/ml.

En otra forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, el
amortiguador comprende una sal de fosfato o bicarbonato/carbonato.

En algunas formas de realizacidén, el amortiguador comprende
iones de la familia fosfato, es decir, fosfato (P043"), hidrdgeno
fosfato (HPO42"), y/o dihidrogenofosfato (H2POs17).

En algunas formas de realizacidén, el amortiguador comprende
iones de la familia carbonato, es decir, bicarbonato (HCO3™) vy
carbonato (CO3?27).

En algunas formas de realizacidén, el amortiguador comprende
tanto iones de la familia fosfato (iones PO43~, HPO427, y/o HxPOs)
como iones de la familia carbonato (es decir, HCOs3~ and CO3?7).

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
la concentracidén de sal amortiguadora es de entre alrededor de 1
mM y alrededor de 100 mM.

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
la concentracién de sal amortiguadora es de entre alrededor de 5
mM y alrededor de 50 mM.

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
la concentracidén de sal amortiguadora es de alrededor de 10 mM.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,



el pH de la composicidén farmacéutica liquida estd en el rango que
va de alrededor de 7,0 a alrededor de 9,0.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
el pH de la composicidén farmacéutica ligquida estd en el rango que
va de alrededor de 7,0 a alrededor de 8,0.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
el amortiguador contiene sales de fosfato de sodio o potasio, o
una combinacidén de estos.

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
el amortiguador contiene fosfato de potasio; la concentracidén del
compuesto de fosfaplatino es de 5 mg/ml y el pH estd en el rango
que va de alrededor de 7,0 a alrededor de 8,0.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
la concentracidén de amortiguador es de alrededor de 10 mM.

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
el amortiguador comprende una sal de pirofosfato.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
la relacién molar de anidn pirofosfato con respecto al compuesto
de fosfaplatino va de al menos 0,1 a 1.

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
la relacidén molar de ion pirofosfato con respecto al compuesto de
fosfaplatino va de alrededor de 0,2 a 1

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
la relacidén molar de ion pirofosfato con respecto al compuesto de
fosfaplatino va de alrededor de 0,4 a 1.

En algunas formas de realizacidn de acuerdo con este aspecto,
la concentracién del compuesto de fosfaplatino es de alrededor de
5 mg/ml, la concentracidén de pirofosfato es de alrededor de 5,2
mM, y el pH estd en el rango que va de alrededor de 7,0 a alrededor
de 8,0.

En algunas formas de realizacidén de acuerdo con este aspecto,



el compuesto de fosfaplatino es un complejo pirofosfato-platino

(IT) que tiene una fdérmula de (I) o (II):

I _B-OH
1 0-R-OH N
2/ \O_P/ \j O P/
R I OH | OH
o (1) O (11),

o una sal de aquel, en donde R! y R?2 se seleccionan, cada uno,
independientemente de NHz, de aminas alifdticas sustituidas o no
sustituidas y de aminas aromaticas sustituidas o no sustituidas; y
en donde R3 se selecciona de 1,2-diaminas alifdticas o aromdticas
sustituidas o no sustituidas.

En algunas formas de realizacidédn preferidas, R! y R2 en la
féormula (I) se seleccionan cada uno independientemente de NHs,
metilamina, etilamina, propilamina, isopropilamina, butilamina,
ciclohexanoamina, anilina, piridina y piridina sustituida; y R3® en
la férmula (IT1) se selecciona de etilendiamina %
ciclohexanodiamina.

En algunas formas de realizacidédn con mayor preferencia de
acuerdo con este aspecto, el compuesto de fosfaplatino es un
complejo de 1,2-ciclohexanodiamina-
(dihidrogenopirofosfato)platino(II) ("pirodach-2") seleccionado

del grupo que consiste en:

NHz,,  .O- O/OH WNHy,  o- ('?/OH Ny, oo Q/OH

O’”'NHZ/I “\o—“ gH NHzn/Pt‘\\o ﬁ\gH CENH: ~o- ﬁ\gH

@) ) 0 o) ,
(R,R)-trans-pirodach-2 (S,S)-trans-pirodach-2 cis-pirodach-2

En una forma de realizacidén preferida de acuerdo con este
aspecto, el compuesto de fosfaplatino es un complejo trans-1,2-
ciclohexanodiamina—- (dihidrogenopirofosfato)platino(ITI) ("trans-
pirodach-2").

En otra forma de realizacidn preferida de acuerdo con este

aspecto, el compuesto de fosfaplatino es (R,R)-trans-1, 2-



ciclohexanodiamina—- (dihidrogenopirofosfato)platino (II) ("(R,R) -
trans—-pirodach-2").

En otra forma de realizacidn preferida de acuerdo con este
aspecto, el compuesto de fosfaplatino es (S,S)-trans-1,2-
ciclohexanodiamina—- (dihidrogenopirofosfato)platino(ITI) ("(S,S) -
trans—-pirodach-2").

En otra forma de realizacidn preferida de acuerdo con este

aspecto, el compuesto de fosfaplatino es cis-1,2-
ciclohexanodiamina—- (dihidrogenopirofosfato)-platino(ITI) ("cis-
pirodach-2").

En algunas formas de realizacidén, la presente invencidn
proporciona composiciones farmacéuticas liquidas de fosfaplatino
de acuerdo con cualesquiera combinaciones razonables de las formas
de realizacidn descritas en la presente.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona una
composicién farmacéutica liquida de acuerdo con cualquier forma de
realizacidén descrita en la presente, o cualquier combinacidn de
estas, para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno.

En algunas formas de realizacidén, la enfermedad o trastorno
es un tipo de cancer.

En algunas formas de realizacidén, el céncer incluye, entre
otros, aquellos seleccionados de cancer ginecoldgico, cancer
genitourinario, cancer de pulmdn, cancer de cabeza y cuello, cancer
de piel, céncer gastrointestinal, cédncer de mama, de hueso vy
cartilago, y cdancer hematoldgico.

En algunas formas de realizacidn, el céancer se selecciona del
grupo que consiste en cancer de ovario, cancer de testiculo, cancer
de pulmdén de células pequefias, cancer de pulmén de células no
pequefas, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de
pancreas, cancer de mama, cancer de higado, cancer de estdmago,

cancer de hueso, cancer de glioblastoma y cadncer de colon.



En otro aspecto, la presente invencidén proporciona el uso de
una composicién farmacéutica liquida de acuerdo con cualquier forma
de realizacidén descrita en la presente, o cualquier combinacidén de
estas, para usar en la fabricacidén de un medicamento para el
tratamiento de wuna enfermedad o trastorno. La enfermedad o
trastorno incluye un tipo de céncer, lo que incluye, entre otros,
cualquiera de cancer ginecoldgico, céncer genitourinario, cdancer
de pulmdén, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer
gastrointestinal, cancer de mama, hueso y cartilago, y cancer
hematoldégico. Ejemplos no limitativos méds especificos incluyen
cancer de ovario, cancer de testiculo, cédncer de pulmdén de células
pequenas, cancer de pulmdn de células no pequefias, cancer de cabeza
y cuello, cancer de piel, céancer de pancreas, cancer de mama,
cancer de higado, cancer de estdmago, cancer de hueso, cancer de
glioblastoma y cédncer de colon.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un proceso
de preparacidén de una composicidén farmacéutica liquida de compuesto
de fosfaplatino de acuerdo con cualquiera de las formas de
realizacidédn descritas en la presente, o cualquier combinacidén de
estas, el ©proceso comprende: a) disolver un compuesto de
fosfaplatino en un amortiguador acuoso que comprende una cantidad
suficiente de base de hidrdéxido de manera que el pH permanezca en
7 o por encima; b) opcionalmente, agregar una base de hidrdéxido
para ajustar el pH a un rango deseado, y c¢) filtrar la solucién
para obtener una formulacidén liquida.

En una forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, el
amortiguador acuoso es un amortiguador de fosfato, un amortiguador
de carbonato/bicarbonato, o una combinacidén de estos.

En otra forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, el
pPH de la formulacidén liquida esta en el rango que va de alrededor

de 7,0 a alrededor de 9,0.



En otra forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, el
procedimiento incluye ademds la adicidén de una cantidad suficiente
de una sal de pirofosfato para estabilizar el compuesto de
fosfaplatino en la formulacidén ligquida.

En otra forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto,
dicho filtrado se lleva a cabo en condiciones estériles.

En otra forma de realizacidén de acuerdo con este aspecto, el
procedimiento comprende ademds la etapa d) introducir la solucidn
en un vial, taponar y tapar el vial en un ambiente estéril de
manera que la formulacidén esté lista para usar.

En otra forma de realizacidn de acuerdo con este aspecto, la
formulacién liquida obtenida es una formulacidén de acuerdo con
cualgquiera de las formas de realizacidén descritas en la presente,
o cualquier combinacidén de estas.

Cuando el término “alrededor de” se aplica a un parametro, tal como
el pH, la concentracidn, o similares, indica que el pardametro puede

variar un *10 %, preferentemente dentro de un *5 %, y con mayor

preferencia dentro de un 5 %. Como entenderia un persona del
oficio de nivel medio, cuando un pardmetro no es critico, a menudo
se da un nuUmero solo con fines ilustrativos, en lugar de ser
limitante.

Los términos "un/una" o "el/la", como se usan en la presente,
representan formas tanto en singular como en plural. En general,
cuando se usa una forma singular o plural de un sustantivo, denota
formas tanto singulares como plurales del sustantivo.

La presente invencidén es igualmente aplicable a todos 1los
estereoisdémeros de los complejos de pirodac-2, como entenderia una
persona del oficio de nivel medio, aungque la siguiente descripcidn
detallada utiliza solo el isdmero (R,R)-pirodach-2 (o "PT-112")
como un ejemplo no limitativo para ilustrar ciertos aspectos de la

presente invencién.
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(R,R) —-pirodach-2 es un didacido, que muestra una baja
solubilidad en agua. Los valores pKa de los dos grupos acidos en
(R,R) —-pirodach—-2 son aproximadamente 2,6 y 4,4 (Inorg. Chem. 47,
7942 (2008)). Por lo tanto, la simple disolucidén de (R,R)-pirodach-
2 produce una solucidén acida. En condiciones acuosas acidas, (R,R)-
pirodach-2 sufre rédpidamente una degradacidén hidrolitica. A pH méas
altos, donde los grupos acidos de (R,R)-pirodach-2 estan ionizados,
aumenta la solubilidad de (R,R) —pirodach-2. Ademas, la
desprotonacidén de los grupos acidos en (R,R)-pirodach-2 reduce
dramdticamente la velocidad de degradacién hidrolitica. Los dos
valores pKa de (R,R)-pirodach-2 indican que una solucidn acuosa de
(R,R)-pirodach-2 en el rango de pH fisioldégico que va de 7,0-7,5
no tendrd capacidad de amortiguacién. Por lo tanto, es
extremadamente dificil controlar el pH de una solucidén acuosa en
el rango de pH fisioldégico, y mucho menos la preparacidn precisa y
reproducible de soluciones acuosas de (R,R)-pirodach-2 en este
rango de pH mediante el ajuste de pH de una solucidén acuosa de
(R,R) —pirodach-2 con base de hidrdéxido. Por lo tanto, el desarrollo
de formulaciones acuosas de (R,R)-pirodach-2 con estabilidad de pH
controlada en el rango de pH fisioldgico que va de 7 — 7,5 reqguiere
preferentemente el uso de un amortiguador. Esto presenta un desafio
unico vya que el ligando pirofosfato en (R,R)-pirodach-2 es
cinéticamente 1labil en solucidn y puede potencialmente reaccionar
con los aniones presentes en muchos amortiguadores. La Tabla 1
resume la disminucidén en la potencia medida por HPLC de soluciones
acuosas de 1 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en wuna variedad de
amortiguadores a temperatura ambiente. El1 sistema de HPLC y las
condiciones utilizadas para monitorear la estabilidad se resumen

en la Tabla 2.
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Tabla 1

Conc. de Disminucidén de la potencia
Amortiguador amort(;ﬁglador pi 4 dias | 7 dias | 11 dias | 14 dias
Acetato 20 mM 5,32 - 13,5 % - -
Acido citrico 20 mM 6,51 1,9 % - 3,9 % -
Trietanolamina 20 mM 7,97 1,9 % - 57 % -
L-arginina 20 mM 7,72 4,0 % - 10 % -
NH4HCOs5 100 mM 7,94 - - - 47,1%
NH;HCO3 50 mM 7,83 - - - 18,0 %
NH;HCO3 20 mM 7,68 8,0 %
Tabla 2
Columna Waters Symmetry C18, 4,6 x 250 mm, tamafio de particula
de 5 pum
Temperatura de la | Ambiente
columna
Velocidad de flujo 1 mg/ml
Volumen de inyeccidn 25 pl
Fase mévil 15 % de acetonitrilo / 5 mM de hidrogenosulfato de
tetrabutilamonio al 85% + 10 mM de NayHPO4
Deteccidn uv

Para desarrollar una formulacién acuosa lista para usar y

estable de (R,R)-pirodach-2 con un pH controlado en el rango que

va de 7,0-8,0, la seleccién de amortiguadores por su falta de

reactividad con respecto a (R,R)-pirodach-2 en una solucidén acuosa

dio como resultado la identificacidén de amortiguadores de fosfato
y bicarbonato/carbonato como de maxima preferencia. Se observd que

la temperatura impactaba en la estabilidad, con una estabilidad

mas pobre observada a temperaturas mas altas. Se descubridé que la

concentracién de amortiguador también impactaba en la estabilidad

de la solucidén (R,R)-pirodach-2, con una estabilidad més pobre

observada a concentraciones de amortiguador mds altas; mientras

que el impacto del catidén asociado con el amortiguador (por

ejemplo, potasio en relacidén a sodio, etc.) fue minimo, si es que

lo hubo. En un sistema amortiguador de bicarbonato/carbonato, se

encontrd que el pH tenia un impacto significativo en la estabilidad

de (R,R)-pirodach-2, observadndose una estabilidad disminuida a un

pH mds alto, donde aumenta la relacidén de concertacidén de ion

carbonato con respecto a ion bicarbonato. Por el contrario, en los

amortiguadores de fosfato, se encontrdé que el pH tenia un impacto
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minimo sobre la estabilidad de (R,R)-pirodach-2 cuando el pH estaba
por encima de 7. Por debajo de pH 7, se observd que la degradaciédn
daba como resultado la formacidén de una especie dimérica (dimero
de (R,R)-pirodach-2), que es altamente insoluble y se precipita de
la solucidén. Dado el potencial para la degradacidén en presencia de
ion carbonato en un sistema amortiguador de bicarbonato/carbonato
y por la pérdida potencial de capacidad de amortiguacién debido al
equilibrio con CO2 en la atmésfera o espacio entre la tapa y el
producto de un recipiente, el fosfato ofrece un sistema de
amortiguacidén superior para la fabricacién de una formulacidn
acuosa amortiguada lista para usar (R,R)-pirodach-2 con el pH
controlado en el rango fisioldédgico que wva de 7 a 17,5,

particularmente en un entorno de fabricacidén a gran escala.

Ha O\('D'/O Ha

N\Pt/ F’\O P ND

N/ \O/II:I’/\O/ \N

H, o) H,
"Dimero de pirodach-2"

La congelacién de una formulacidédn acuosa es una forma de
retardar la velocidad de degradacidén y mejorar la estabilidad de
una sustancia farmacoldgica formulada en medios acuosos. Se evalud
el impacto de un ciclo de congelacidén y descongelacidén sobre la
estabilidad de (R,R)-pirodach-2 en una variedad de amortiguadores.
Los datos resumidos en la Tabla 3 muestran un mayor nivel de
degradacidén con mayores concentraciones de amortiguador. Ademas,
se observa un mayor nivel de degradacidén con la sal de sodio en
comparacién con la sal de potasio en los sistemas amortiguadores
de fosfato en consistencia con la observacidn de la precipitacidn
selectiva de fosfato de disodio durante la congelacidén, lo gue
resulta en wuna disminucidén significativa del pH durante la
congelacidén, un fendmeno no observado en un amortiguador de fosfato

de potasio (Archives of Biochemistry and Biophysics 384, 398,
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2000). Por lo tanto, el uso de sales de potasio es preferible al
uso de sales de sodio en formulaciones amortiguadas de (R,R)-

pirodach-2 de fosfato.

Tabla 3
Solucién de 1 mg/ml de (R,R)- pPH de la Camblq en la pureza dgspues del
pirodach-2 en solucién ciclo de congelé?lon Y
descongelacién
10 mM de fosfato de Na 7,02 99,5 %
100 mM de fosfato de Na 6,98 96,3 %
10 mM de fosfato de K 7,01 99,7 %
100 mM de fosfato de K 7,02 99,1 %
10 mM de carbonato de Na 10,84 99,1 %
100 mM de carbonato de Na 11,39 93,7 %
10 mM de bicarbonato de Na 8,18 99,5 %
100 mM de bicarbonato de Na 8,06 98,8 %
La solubilidad de (R,R)—pirodach-2 en solucidén acuosa
amortiguada a un pH de 7 - 7,5 indica que se pueden lograr

facilmente soluciones de al menos 20 mg/ml. Sin embargo, el uso
clinico de agentes oncoliticos de platino como (R,R)-pirodach-2
indica que una concentracién de 5 mg/ml es altamente deseable para
una formulacidn acuosa lista para usar. El modelado de la capacidad
de amortiguacidén muestra gque una concentracién de 10 mM de fosfato
o0 bicarbonato proporciona suficiente capacidad de amortiguacidn y
un aceptable control de pH para una solucidén acuosa de 5 mg/ml de
(R,R) —pirodach-2.

La rapida degradacién hidrolitica de (R,R)-pirodach-2, en
particular la formacidén de la impureza dimérica altamente insoluble
tanto en la disolucidén de (R,R)-pirodach-2 en agua como en un medio
amortiguador como el amortiguador de fosfato cuando el pH estd por
debajo del neutro, impide la fabricacidén a gran escala de una
formulacidén acuosa lista para usar de (R,R)-pirodach-2, ajustada
al rango de pH fisioldégico de 7-7,5 al simplemente agregar base a
una suspensién de (R,R)-pirodach-2 en agua o al agregar una
solucidén amortiguadora para efectuar la disolucidn, seguido de un
ajuste al rango de pH deseado. Mas bien, el control efectivo de la

degradacién y la formacidén de impurezas requiere la disolucidén de
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la (R,R)-pirodach-2 en condiciones de pH casi neutro o bédsico.
Hemos encontrado que esto se puede lograr al agregar (R,R)-
pirodach-2 a una solucidén de amortiguador y al agregar suficiente
base de hidréxido para neutralizar todo el (R,R) —pirodach-
2agregado. Una vez gue se han disuelto todos los sélidos, el pH de
la solucidén se ajusta al rango final deseado mediante la adiciédn
de una pequena cantidad de hidréxido. De esta manera, la disolucidn
de la sustancia farmacoldgica se lleva a cabo en condiciones de pH
casi neutro o béasicas.

Un proceso escalable vy comercialmente viable para la
fabricacién de una formulacidn lista para usar de (R,R)-pirodach-
2 en un amortiguador de 10 mM ajustado a un pH de 7,0 - 7,5
comprende los pasos de: a) preparar una solucidén acuosa de 10 mM
de amortiguador; b) agregar suficiente base de hidrdéxido para
efectuar la neutralizacidén de la (R,R)-pirodach-2 agregada para
alcanzar un pH de alrededor de 7; c¢) agregar (R,R)-pirodach-2 vy
dejar que se disuelva; d) si es necesario, agregar hidrdxido
adicional para ajustar el pH a un rango de alrededor de 7,0 - 7,5;
y e) filtrar la solucidén en condiciones estériles, llenar la
solucidén en viales de vidrio y cubrirla con un tapdén y/o una tapa.
Se generaron datos de estabilidad en dos lotes grandes de 5 mg/ml
de (R,R)-pirodach-2 en 10 mM de amortiguador de fosfato de potasio.
Se evaludé uno de estos lotes a pH=7,2 en condiciones de 25 °C/60 %
de RH y de refrigeracién (2-8 ©°C), y los datos se resumen en la
Tabla 4 y la Tabla 5, respectivamente. Si bien se observa una

o)

degradacidén lenta durante 24 meses a 25 °C/60 % de RH, en

\

condiciones de refrigeracidén, la formulacidn muestra una excelente
estabilidad durante el mismo periodo o uno aun mas prolongado (36
meses) (ver Tabla 5). Se han realizado observaciones similares para
la formulacién liquida lista para usar a un pH de 7,4, como se

ilustra en la Tabla 6 y la Tabla 7.
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Estabilidad de la formulacidén acuosa lista para usar de

pirodach-2 a 25 °C/60 %

Tabla 4

de RH

(5 mg/ml de

(R/ R)_

(R,R) —pirodach-2 en 10

mM de amortiguador de fosfato de potasio a un pH de 7,2) en
viales de 10 ml
Parametro Inicial 1 mes 2 meses 3 meses 4 meses 6 meses
Apariencia Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn
clara, clara, clara, clara, clara, clara,
incolora, | incolora, | incolora, | incolora, | incolora, | incolora,
libre de libre de libre de libre de libre de libre de
particulas|particulas|particulas|particulas|particulas|particulas
Ensayo 99,8 % 96,5 % 99,5 % 98,2 % 97,9 % 97,5 %
(Potencia)
Total de 2 % 2 % 2% 2 % 2 % 3%
sustancias
relacionadas
(DACH) Pt- 0,16 % 0,15 % 0,09 % 0,19 % 0,13 % 0,15 %
diacuo (~RRT
0, 3)
(DACH) Pt- 0,98 % 0,75 % 0,96 % 0,73 % 1,05 % 1,03 %
monoacuo
(~RRT 0,7)
(DACH) Pt- ND ND ND ND ND ND
dicloruro
(RRT 1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 ND 0,22 % 0,32 % 0,37 % 0,38 % 0,40 %
Dimero de PT- 0,19 % 0,33 % 0,36 % 0,37 % 0,36 % 0,37 %
112 (~ RRT
4,0)
RRT 0,41 ND ND ND ND ND ND
RRT 0,46 ND ND ND ND ND ND
RRT 0,50 ND ND 0,05 % 0,08 % 0,09 % 0,15 %
RRT 0, 58 0,13 % 0,13 % 0,15 % 0,18 % 0,20 % 0,21 %
RRT 0, 67 0,05 % 0,06 % 0,09 % 0,06 % 0,07 % 0,07 %
RRT 0,86 ND ND ND ND ND 0,05 %
RRT 3,46 ND ND ND ND 0,05 % ND
RRT 3, 65 ND ND 0,08 % 0,11 % 0,13 % 0,24 %
RRT 4,97 ND ND ND ND ND 0,05 %
PH 7,2 7,2 7,2 7,3 7,1 7,2
Esterilidad Estéril NT NT NT NT Estéril
Material 219 NT NT NT NT 20
particulado |particulas particulas
(Oscurecimien por por
to ligero)! [contenedor contenedor
11 NT NT NT NT 3
particulas particulas
por por
contenedor contenedor
Endotoxina < 0,35 NT NT NT NT < 0,35
bacteriana EU/ml EU/ml
(Turbidimétri

co cinético)
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co cinético)

Tabla 4 (cont.)
Pardmetro Inicial 9 meses 12 meses 15 meses 18 meses 24 meses
Apariencia Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn
clara, clara, clara, clara, clara, clara,
incolora, | incolora, | incolora, | incolora, | incolora, | incolora,
libre de libre de libre de libre de libre de libre de
particulas|particulas|particulas|particulas|particulas|particulas
Ensayo 99,8 % 96,8 % 96,8 % 98,1 % 99,0 % 97,5 %
(Potencia)
Total de 2% 3% 3% 3% 4 % 5%
sustancias
relacionadas
(DACH) Pt- 0,16 % 0,16 % 0,18 % 0,14 % 0,14 % 0,15 %
diacuo (~RRT
0, 3)
(DACH) Pt- 0,98 % 1,10 % 0,91 % 0,84 % 1,04 % 0,83 %
monoacuo
(~RRT 0,7)
(DACH) Pt- ND ND ND ND ND ND
dicloruro
(RRT 1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 ND 0,30 % 0,44 % 0,41 % 0,40 % 0,41 %
Dimero de PT- 0,19 % 0,39 % 0,33 % 0,29 % 0,30 % 0,36 %
112 (~ RRT
4,0)
RRT 0,41 ND ND 0,05 % 0,07 % 0,06 % 0,12 %
RRT 0, 46 ND ND ND ND ND 0,10 %
RRT 0,50 ND 0,19 % 0,26 % 0,37 % 0,36 % 0,70 %
RRT 0,58 0,13 % 0,27 % 0,26 % 0,26 % 0,29 % 0,17 %
RRT 0, 67 0,05 % 0,10 % 0,13 % 0,07 % 0,11 % 0,07 %
RRT 0, 86 ND 0,05 % 0,05 % ND 0,14 % ND
RRT 3,46 ND ND ND ND ND 0,07 %
RRT 3, 65 ND 0,39 % 0,52 % 0,63 % 0,75 % 1,24 %
RRT 4,97 ND 0,08 % 0,20 % 0,28 % 0,43 % 0,73 %
PH 7,2 7,2 7,2 7,3 7,2 7,2
Esterilidad Estéril NT Estéril NT NT Estéril
Material 219 NT 36 NT NT 81
particulado |particulas particulas particulas
(Oscurecimien por por por
to ligero) contenedor contenedor contenedor
11 NT 2 NT NT 4
particulas particulas particulas
por por por
contenedor contenedor contenedor
Endotoxina < 0,35 NT < 0,35 NT NT < 0,35
bacteriana EU/ml EU/ml EU/ml
(Turbidimétri

ND

No detectado;

NT

No probado

17




Estabilidad de la formulacidén acuosa lista para usar de

pirodach-2 a 2-8 °C

Tabla 5

(5 mg/ml de

amortiguador de fosfato de potasio a un pH de 7,2)

(R/ R)_

(R,R) —pirodach-2 en 10 mM de

en viales de

10 ml
Parametro Inicial| 1 mes |2 meses|3 meses|4 meses| 6 meses |9 meses
Solucidé|Solucid|Solucid|Solucid Solucid
Solucidn n n n n Solucidn n
clara, clara, | clara, | clara, | clara, clara, clara,
incoloralincolor|incolor|incolor|incolor|incolora|incolor
Apariencia , libre a, a, a, a, , libre a,
de libre libre libre libre de libre
particul de de de de particul de
as. particu|particu|particu|particu as. particu
las. las. las. las. las.
Ensayo (Potencia) 99,8 % | 97,7 % |100,1 %|/98,2 %$|98,6 %$| 98,4 % |97,8 %
Total de.sustanc1as 5 s s 1 s 5 s 5 s 5 s 5 s
relacionadas
(DAc(f;Rgtofl;?‘:“ 0,16 % | 0,17 3[0,09 %|0,18 $|0,13 5| 0,18 % | 0,14 2
(DACIziRi; g‘?’;‘)’acm 0,98 % | 0,84 3|0,91 0,82 %|0,88 3| 0,91 % |1,05 %
(DACH) Pt-dicloruro ND ND ND ND ND ND ND
(RRT 1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 ND ND ND 0,08 $|0,07 %| 0,10 % | 0,10 %
Dlmerg}re 4P,T0)112 10,19 % |0,21 5]0,25 %|0,31 5|0,27 5| 0,28 5 | 0,29 3
RRT 0,46 ND ND ND ND ND ND ND
RRT 0,50 ND ND ND ND 0,05 % ND ND
RRT 0,56 0,13 % |0,11 0,10 0,12 (0,13 | 0,12 % | 0,16 %
RRT 0, 68 0,05 % ND 0,06 $|0,05 % ND 0,05 % | 0,06 %
RRT 3,54 ND ND ND ND ND ND ND
pPH 7,2 7,2 7,2 7,2 7,3 7,3 7,2
Esterilidad Estéril NT NT NT NT Estéril NT
219 150
particul particul
as por NT NT NT NT as por NT
Material particulado contened contened
(Oscurecimiento oL oL
Ligero) l% %
particul particul
as por NT NT NT NT as por NT
contened contened
or or
Endotoxina Bacteriana
T (Turbidimétrico < 0,33 NT NT NT NT < 0,33 NT
. s EU/ml EU/ml
Cinético)

18




Tabla 5 (cont.)
. .. 12 15 18 24 30 36
Parametro Inicial
meses meses meses meses meses meses
Solucid | Solucid |Solucid|Solucid| Solucid | Solucid |[Solucid
n n n n n n n
clara, clara, clara, | clara, clara, clara, clara,
incolor | incolor |incolor|incolor| incolor | incolor |incolor
Apariencia a, a, a, a, a, a, a,
libre libre libre libre libre libre libre
de de de de de de de
particu |particu |particu|particu|particu |particu |particu
las. las. las. las. las. las. las.
Ensayo (Potencia) 99,8 % 97,8 % 198,7 %$(100,3 %| 97,1 % 98,2 % | 97,8 %
Total de.sustanc1as 5 s 5 s 5 s 5 s 5 s 5 s 3 s
relacionadas
(DACH) Pt-diacuo o . o o R . R
(~RRT 0, 3) 0,16 % 0,20 $ 10,15 %|10,15 %| 0,17 % 0,14 % | 0,12 %
(DACH) Pt-monoacuo o R o o R o .
(~RRT 0,7) 0,98 % 1,02 $ 10,92 $/0,93 %] 0,82 % 0,96 $ | 1,16 %
(DACH) Pt-dicloruro ND ND ND ND ND ND ND
(RRT 1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 ND 0,16 % [ 0,22 $|0,19 %| 0,22 % 0,31 % 0,30 %
Dimero de PT-112 (~ . . . . . . .
RRT 4,0) 0,19 % 0,29 $ 10,29 $/0,31 %] 0,31 % 0,33 $ 10,36 %
RRT 0,46 ND ND ND ND 0,06 % ND 0,07 %
RRT 0,50 ND 0,06 $ 10,07 (0,07 %] 0,22 % 0,17 $ | 0,23 %
RRT 0,56 0,13 % 0,16 % 0,19 (0,19 | 0,09 % 0,19 % | 0,11 %
RRT 0, 68 0,05 % 0,10 $ | 0,06 $|0,07 %| 0,05 % 0,08 $ 0,09 %
RRT 3,54 ND ND ND 0,05 %] 0,11 % 0,10 $ | 0,14 %
pPH 7,2 7,2 7,2 7,3 7,2 7,2 7,2
Esterilidad Estéril |Estéril NT NT Estéril |Estéril NT
219 236 41 62
particu |particu particu |particu
las por | las por NT NT las por | las por NT
contene | contene contene | contene
Material particulado dor dor dor dor
(Oscurecimiento 11
. , 4 12 6
Ligero) particu . . p
las por particu particu |particu
las por NT NT las por | las por NT
contene
dor contene contene | contene
dor dor dor
Endotoxina Bacteriana| , .. | _ 35 < 0,35 | < 0,35
T (Turbidimétrico NT NT NT
. L. EU/ml EU/ml EU/ml EU/ml
Cinético)

ND = No detectado;

NT = No probado
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Estabilidad de la formulacidén acuosa lista para usar de

pirodach-2 a 25 °C/60 %

Tabla 6

de RH

(5 mg/ml de

(R/ R)_

(R,R) —pirodach-2 en 10

mM de amortiguador de fosfato de potasio a un pH de 7,4) en
viales de 10 ml
Parametro Inicial 1 mes 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
Apariencia Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn
clara, clara, clara, clara, clara, clara,
incolora, | incolora, | incolora, | incolora, | incolora, | incolora,
libre de libre de libre de libre de libre de libre de
particulas|particulas|particulas|particulas|particulas|particulas
Ensayo 98,1 % 98,4 % 99,2 % 96,7 % 98,2 % 98,0 %
(Potencia)
Total de 2 % 3% 3% 3% 4 % 4 %
sustancias
relacionadas
(DACH) Pt- 0,16 % 0,16 % 0,15 % 0,19 % 0,14 % 0,11 %
diacuo (~RRT
0, 3)
(DACH) Pt- 0,84 % 1,12 % 0,92 % 0,30 % 0,79 % 0,92 %
monoacuo
(~RRT 0,7)
(DACH) Pt- ND ND ND ND ND ND
dicloruro
(RRT 1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 0,11 % 0,56 % 0,77 % 0,86 % 0,84 % 0,82 %
Dimero de PT- 0,34 % 0,35 % 0,33 % 0,36 % 0,34 % 0,30 %
112 (~ RRT
4,0)
RRT 0,42 ND ND ND 0,06 % 0,08 % 0,10 %
RRT 0,46 ND ND ND 0,09 % 0,08 % 0,07 %
RRT 0,50 0,06 % 0,07 % 0,11 % 0,31 % 0,39 % 0,38 %
RRT 0,56 0,08 % 0,15 % 0,20 % 0,09 % 0,11 % 0,19 %
RRT O, 68 0,09 % 0,21 % 0,11 % 0,16 % 0,11 % 0,11 %
RRT 0, 86 ND 0,06 % 0,05 % 0,07 % 0,06 % 0,05 %
RRT 3,29 ND ND ND ND ND ND
RRT 3,41 ND ND ND ND 0,08 % ND
RRT 3,44 ND ND ND ND ND ND
RRT 3,58 ND ND 0,14 % 0,37 % 0,65 % 0,70 %
RRT 4,95 ND ND ND 0,06 % 0,21 % 0,34 %
pH 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4 7,5
Esterilidad Estéril NT NT Estéril NT Estéril
Material 30 NT NT 87 NT 118
particulado |particulas particulas particulas
(Oscurecimien por por por
to ligero)! [contenedor contenedor contenedor
11 NT NT 3 NT 7
particulas particulas particulas
por por por
contenedor contenedor contenedor
Endotoxina < 0,35 NT NT < 0,35 NT < 0,35
bacteriana EU/ml EU/ml EU/ml
(Turbidimétri

co cinético)
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Tabla 6 (cont.)
Parametro Inicial 15 meses 18 meses 21 meses 24 meses
Referencia de 1245-6-46 1245-14-36 1245-14-49 | 1245-14-59 | 1245-14-76
cuaderno de
notas
Apariencia Solucidn Soluciédén Solucidn Soluciédén Soluciédén
clara, clara, clara, clara, clara,
incolora, incolora, incolora, incolora, incolora,
libre de libre de libre de libre de libre de
particulas. | particulas. |particulas.|particulas. [particulas.
Ensayo 98,1 % 96,8 % 96,9 % 96,3 % 94,6 %
(Potencia)
Total de 2% 4 % 5% 6 % 6 %
sustancias
relacionadas
Sustancias
relacionadas
individuales
(DACH) Pt-
diacuo (~RRT
0, 3)
(DACH) Pt- 0,84 % 0,92 % 0,78 % 1,13 % 0,85 %
monoacuo (~RRT
0,7)
(DACH) Pt- ND ND ND ND ND
dicloruro (RRT
1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 0,11 % 0,78 % 0,73 % 0,75 % 0,72 %
Dimero de PT- 0,34 % 0,28 % 0,29 % 0,28 % 0,28 %
112 (~ RRT 4,0)
RRT 0,42 ND 0,12 % 0,15 % 0,16 % 0,18 %
RRT 0, 46 ND 0,08 % 0,13 % 0,12 % 0,12 %
RRT 0,50 0,06 % 0,44 % 0,59 % 0,60 % 0,70 %
RRT 0,56 0,08 % 0,20 % 0,09 % 0,17 % 0,17 %
RRT O, 68 0,09 % 0,11 % 0,08 % 0,12 % 0,13 %
RRT 0, 86 ND 0,05 % 0,05 % ND 0,05 %
RRT 3,29 ND ND ND ND 0,06 %
RRT 3,41 ND ND ND 0,07 & ND
RRT 3,44 ND ND 0,12 % 0,05 % 0,05 %
RRT 3,58 ND 0,78 % 1,06 % 1,12 % 1,07 %
RRT 4,95 ND 0,51 % 0,69 % 0,89 % 1,12 %
pH 7,4 7,5 7,5 7,4 7,4
Esterilidad Estéril NT NT NT TBD
Material 30 NT NT NT TBD
particulado particulas
(Oscurecimiento por
ligero) contenedor
11 NT NT NT TBD
particulas
por
contenedor
Endotoxina < 0,35 EU/ml NT NT NT TBD
bacteriana
(Turbidimétrico
cinético)
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Estabilidad de la formulacidén acuosa lista para usar de

pirodach-2

amortiguador de fosfato de potasio a un pH de 7,4)

a 2-8 °C

Tabla 7

(5 mg/ml de

(R/ R)_

(R,R) —pirodach-2 en 10 mM de

en viales de

10 ml
Parametro Inicial 1 mes 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
Apariencia Solucidn Solucidén | Solucidén | Solucidn | Solucidn | Solucidn
clara, clara, clara, clara, clara, clara,
incolora, incolora, |incolora, |incolora, |incolora, |incolora,
libre de libre de libre de | libre de | libre de | libre de
particulas.|particulas|particula|particula|particula|particula
. S. S. S. S.
Ensayo 98,1 % 98,7 % 99,7 % 98,2 % 100,2 % 98,7 %
(Potencia)
Total de 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 %
sustancias
relacionadas
(DACH) Pt- 0,16 % 0,15 % 0,14 % 0,17 % 0,14 % 0,12 %
diacuo (~RRT
0, 3)
(DACH) Pt- 0,84 % 1,04 % 0,92 % 0,28 % 0,81 % 0,96 %
monoacuo (~RRT
0,7)
(DACH) Pt- ND ND ND ND ND ND
dicloruro (RRT
1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 0,11 % 0,13 % 0,25 % 0,38 % 0,39 % 0,48 %
Dimero de PT- 0,34 % 0,33 % 0,37 % 0,36 % 0,33 % 0,34 %
112 (~ RRT 4,0)
RRT 0,46 ND ND ND 0,06 % 0,05 % ND
RRT 0,50 0,06 % 0,06 % 0,06 % 0,18 % 0,18 % 0,15 %
RRT 0,56 0,08 % 0,10 % 0,12 % 0,06 % 0,07 % 0,16 %
RRT 0,68 0,09 % 0,19 % 0,11 % 0,16 % 0,08 % 0,11 %
RRT 0,86 ND 0,05 % ND 0,05 % 0,05 % 0,05 %
RRT 3,58 ND ND ND ND 0,07 % ND
PH 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
Esterilidad Estéril NT NT Estéril NT Estéril
Material 30 NT NT 83 NT 124
particulado particulas particula particula
(Oscurecimiento por S por S por
ligero) contenedor contenedo contenedo
r r
11 NT NT 1 NT 6
particulas particula particula
por por S por
contenedor contenedo contenedo
r r
Endotoxina < 0,35 NT NT < 0,35 NT < 0,35
bacteriana EU/ml EU/ml EU/ml
(Turbidimétrico
cinético)
ND = No detectado, o <0,05 % del
area
NT = No probado
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Tabla 7 (cont.)
Pardmetro Inicial 15 meses 18 meses 21 meses 24 meses
Apariencia Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn Solucidn
clara, clara, clara, clara, clara,
incolora, incolora, incolora, incolora, incolora,
libre de libre de libre de libre de libre de
particulas. |[particulas.|particulas.|particulas. particulas.
Ensayo (Potencia) 98,1 % 98,0 % 97,5 % 97,4 % 96,5 %
Total de 2 % 3% 2 % 3% 3%
sustancias
relacionadas
(DACH) Pt-diacuo 0,16 % 0,14 % 0,13 % 0,12 % 0,11 %
(~RRT O, 3)
(DACH) Pt- 0,84 % 0,94 % 0,76 % 1,07 % 0,93 %
monoacuo (~RRT
0,7)
(DACH) Pt- ND ND ND ND ND
dicloruro (RRT
1,3-1,6)
RRT 3,1-3,2 0,11 % 0,59 % 0,58 % 0,67 % 0,65 %
Dimero de PT-112 0,34 % 0,34 % 0,33 % 0,35 % 0,33 %
(~ RRT 4,0)
RRT 0,46 ND ND 0,09 % 0,07 % 0,08 %
RRT 0,50 0,06 % 0,16 % 0,26 % 0,23 % 0,25 %
RRT 0,56 0,08 % 0,17 % 0,06 % 0,12 % 0,12 %
RRT 0, 68 0,09 % 0,12 % 0,08 % 0,14 % 0,11 %
RRT 0, 86 ND 0,06 % 0,05 % 0,05 % 0,06 %
RRT 3,58 ND 0,07 % 0,10 % 0,10 % 0,14 %
PH 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
Esterilidad Estéril NT NT NT TBD
Material 30 NT NT NT TBD
particulado particulas
(Oscurecimiento por
ligero) contenedor
11 NT NT NT TBD
particulas
por
contenedor
Endotoxina < 0,35 NT NT NT TBD
bacteriana EU/ml
(Turbidimétrico
cinético)
ND = No detectado, o <0,05 % del &rea
NT = No probado

Los datos de estabilidad de un lote de 5 mg/ml de (R,R)-

pirodach-2 en 10 mM de amortiguador de bicarbonato (pH de 8,6) a

25 °C/60 % de RH, 2-8 °C y —-20 °C se resumen en la Tabla 8, Tabla 9

y Tabla 10, respectivamente.

Sorprendentemente, se descubrié que la adicidén de una pequena

cantidad de ion pirofosfato mejora de gran manera la estabilidad

térmica de formulaciones acuosas listas para usar de (R,R)-

pirodach-2. La adicidn no solo retrasa la velocidad de degradacidn

como una funcién de la temperatura, sino que también sirve para

disminuir 1la concentracidén de varias impurezas, gque incluyen
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(DACH)Pt-Cl,, una 1impureza dque puede estar presente en (R,R)-
pirodach-2 en funcién de la ruta de fabricacidén (W0O2013176764 Al),
dimero de (R,R)-pirodach-2, y la impureza que se forma en (R,R)-
pirodach-2 formulada en amortiguador de fosfato y se eluye en RRT
~ 3,1-3,2 en el sistema de HPLC descrito en el Ejemplo 3.

La capacidad del ©pirofosfato agregado de reducir la
concentracidén del dimero de (R,R)-pirodach-2 es particularmente
ventajosa porque esta impureza se forma fdcilmente en solucidn
acuosa de (R,R)-pirodach-2 debajo de 7, es altamente insoluble, y
puede, en concentraciones muy bajas, precipitarse de soluciones
acuosas de (R,R)-pirodach-2. Por ejemplo, en una formulacidén lista
para usar de 5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 fabricada de acuerdo con
el Ejemplo 6 donde la concentracién inicial de dimero de (R,R)-
pirodach-2 era de ~0,6 % de drea, se observd que el dimero comenzaba
a precipitarse como un sdélido cristalino entre los 6 y 9 meses de
almacenamiento a 2-8 °C, y se observd cristalizacidén en todos los

viales de muestra a los 12 meses de almacenamiento.

24



Tabla 8

(R/ R)_

lista para usar de

Estabilidad de la formulacidn acuosa

de RH

o
°

dach-2 a 25 °C/60

piro

dor de

igua

dach-2 en 10 mM de amort

-piro

(R,R)

(5 mg/ml de

en viales de 10 ml

bicarbonato a un pH de 8,6)
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Tabla 9

(R/ R)_

lista para usar de

Estabilidad de la formulacidn acuosa

°C

dach-2 a 2-8

piro

dor de

igua

dach-2 en 10 mM de amort

-piro

(R,R)

(5 mg/ml de

en viales de 10 ml

bicarbonato a un pH de 8,6)
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Tabla 10

lista para usar de
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en viales de 10 ml
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La comparacién de los datos de estabilidad para una
concentracién de 5 mg/ml de una solucidén de (R,R)-pirodach-2 en 10
mM de un amortiguador de fosfato potdsico ajustado a un pH de 7,0
- 7,5 a 25 °C/60 % de RH en la Tabla 4 con la de una formulacidn
de una misma concentracidén que contiene ~0,5 equivalentes molares
de pirofosfato agregado en la Tabla 11, muestra que la adicidn de
ion pirofosfato retarda considerablemente la velocidad de
degradacién de (R,R)-pirodach-2, de modo que la estabilidad de la
formulacidén con pirofosfato a 25 °C es comparable/superior a la de
la formulacién sin el ©pirofosfato agregado almacenado en
condiciones de refrigeracidén. Los datos de estabilidad en la
formulacidédn con pirofosfato agregado a 40 °C/75 % de RH en la Tabla
12 son aun mas considerables. Se utilizaron estudios cinéticos/de
diseflo de experimento para demostrar el efecto del pirofosfato en
formulaciones acuosas amortiguadas listas para usar de (R,R)-
pirodach-2 (Ejemplo 9).

Los datos demuestran ademds que la adicién de wuna sal
amortiguadora tal como fosfato o carbonato/bicarbonato es
innecesaria para lograr el control del pH; mads bien, la capacidad
amortiguadora del pirofosfato en el rango de pH fisioldgico es
suficiente para controlar el pH en una formulacidén acuosa de (R,R)-
pirodach-2. Desde una perspectiva clinica, es deseable mantener la
cantidad de ion pirofosfato en una formulacidén acuosa de (R,R)-
pirodach-2 al minimo. Se descubridé que wuna relacidén de 1
equivalente molar de ion pirofosfato con respecto a (R,R)-pirodach-
2 proporciona una estabilidad suficiente a las soluciones acuosas
de (R,R)-pirodach-2 a un pH fisioldégico tal gque una formulacidn
lista para usar formulada tendria una vida comercial Gtil de varios
aflos en almacenamiento a razdén de las condiciones estandar de
almacenamiento a largo plazo del Comité Internacional de

Armonizacidén (ICH) de 25 ©°C/60 % de RH (es decir, temperatura
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ambiente) . Mas odptimamente, se descubrid que una relacidén molar de
~0,5 moles de ion pirofosfato con respecto a (R,R)-pirodach-2
proporciona una estabilidad aceptable para una formulacidén acuosa
lista para usar de (R,R)-pirodach-2. Con maxima preferencia, la
formulacidén consiste en una solucidédn acuosa de 5 mg/ml de (R,R)-
pirodach-2 en pirofosfato ajustado a un pH de 7-7,5. Ademéds, las
inclusiones de ion pirofosfato en la formulacidén, o como el agente
amortiguador exclusivo, eliminan el potencial de precipitacidén de
impurezas y, en particular, la muy insoluble impureza de dimero de
(R,R) —pirodach-2 de una formulacidén acuosa lista para usar de
(R,R) —pirodach-2.
Tabla 11
Estabilidad de la formulacidén acuosa lista para usar de (R,R)-
pirodach-2 a 25 °C/60 % de RH
(5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en 10 mM de amortiguador de fosfato
de sodio, 5,2 mM de pirofosfato de sodio a un pH de 7,5) en

viales de 10 ml

Parimetro Inicial 1 mes 2 meses 3 meses 6 meses 9 meses
Solucién Solucién Solucion Solucién Solucién Solucién
incolora incolora incolora incolora incolora incolora
Apariencia clara libre clara libre | clara libre clara libre clara libre clara libre
de particulas | de particulas | de particulas | de particulas | de particulas | de particulas
Potencia (ensayo) 102.0% 102.2% 103.8%% 101.4%% 102.8% 101.7%
Sustancias relacionadas
individuales
RRT 0.28-0.29 0.14% 0.10% 0.20% 0.17% 0.17% 0.18%
RRT 0.50-0.51 0.08% 0.08% 0.15% 0.11% 0.12% 0.21%
RRT 0.58 0.34% 0.39% 0.38% 0.43% 0.44% 0.42%
RRT 0.73-0.74 0.83% 0.71% 0.92% 0.88% 0.81% 0.27%
RRT 0.92 0.05% ND ND ND ND ND
RRT 1.57 0.12% ND ND ND ND ND
Dimero de PT-112 0.16% ND ND ND ND ND
Sustancias relacionadas totales 1.7% 1.3% 1.6% 1.6% 1.5%% 1.20%
pH 7.5 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6
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Tabla 12
Estabilidad de la formulacidén acuosa lista para usar de (R,R)-

pirodach-2 a 40 °C/75 % de RH

(R,R) —pirodach-2 en 10 mM de amortiguador de fosfato

(5 mg/ml de
de sodio, 5,2 mM de pirofosfato de sodio a un pH de 7,5) en
viales de 10 ml
Parametro Imicial 1 mes 2 meses 3 meses 6 meses
Solucién Solucion Solucion Solucién Solucién
Apariencia mcolqra mcolqra mcolqra mcolqra mcolqra
clara libre clara libre clara libre clara libre clara libre
de particulas | de particulas | de particulas | de particulas | de particulas
Potencia (ensayo) 102.0% 101.6%0 103.8%0 101.5% 102.8%0
Sustancias relacionadas
individuales
RRT 0.28-0.29 0.14% 0.10% 0.19% 0.16% 0.17%
RRT 0.50-0.51 0.08% 0.10% 0.19% 0.16% 0.22%
RRT 0.58 0.34% 0.41% 0.41% 0.48% 0.47%
RRT 0.73-0.74 0.83% 0.68% 0.88% 0.86%0 0.81%%
RRT 0.92 0.05% ND ND ND ND
RRT 1.57 0.12% ND ND ND ND
RRT 3.66-3.71 ND ND 0.07% 0.11% 0.18%%
Dimero de PT-112 0.16% ND ND ND ND
Sustancias relacionadas totales 1.7% 1.3% 1.7% 1.8% 1.9%2%6
pH 7.5 7.6 7.6 7.5 7.5

Se mostrd en el siguiente experimento la evidencia de que el

pirofosfato agregado revierte la formacidén de dimero de PT-112 en

formulaciones acuosas de PT-112. Se prepard una solucidn acuosa de

5 mg/ml de PT-112 al disolver PT-112 en 10 mM de un amortiguador

de fosfato de potasio que contenia hidrdéxido de potasio agregado,

de manera que el pH de la solucidén final era de ~6,5. La solucidn

se dejdé agitar a temperatura ambiente durante alrededor de 24

horas, tiempo durante el cual el nivel de dimero de PT-112 aumentd

en

[

desde alrededor de 0,33 % en el API hasta alrededor de 1,02 %

la solucidén formulada. En el ajuste posterior de pH de una porcidn
se observd

de la solucidén a un ~pH 7,5 con hidrdéxido de potasio,

que la concentracién de dimero disminuyd progresivamente a lo largo
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de un periodo de 7 dias a temperatura ambiente conjuntamente con
un aumento correspondiente de la impureza RRT 3,1-3,2. Sin embargo,
en el pH de una porcidén de la solucidén con hidréxido de potasio a
~pH 7,5 vy la adicidén de 0,5 eq. de pirofosfato, se observd que el
nivel de dimero disminuydé progresivamente hasta un nivel
efectivamente no detectable después de 9 dias a temperatura
ambiente. La disminucidén no estuvo acompaflada por la formacidn de
la impureza RRT 3,1-3,2; ni por la formacién de nuevas impurezas;

mads bien se observd un aumento en la concentracidn de PT-112.

Ejemplo 1

Impacto de la resistencia del amortiguador

Preparacidén de la solucidn amortiguadora.

10 mM de fosfato de sodio, pH de 7

-200 ml de 10 mM de fosfato de sodio, dibdsico ajustado con
~177 ml de 10 mM de fosfato de sodio, monobdsico

-pH final de 7,02

100 mM de fosfato de sodio, pH de 7

—-200 ml de 100 mM de fosfato de sodio, dibédsico y ajustado
con ~138 ml de 100 mM de fosfato de sodio, monobdsico

-pH final de 6,98

10 mM de fosfato de potasio, pH de 7

-200 ml de 10 mM de fosfato de potasio, dibdsico ajustado con
~126 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobdsico

-pH final de 7,01

100 mM de fosfato de potasio, pH de 7

-200 ml de 100 mM de fosfato de potasio, dibdsico ajustado
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con ~125 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobdsico

-pH final de 7,02

10 mM de carbonato de sodio

-Sin ajuste de pH

-pH final de 10,84

100 mM de carbonato de sodio

-Sin ajuste de pH

-pH final de 11,39

10 mM de bicarbonato de sodio

-Sin ajuste de pH

-pH final de 8,18

100 mM de bicarbonato de sodio

-Sin ajuste de pH

-pH final de 8,06

(R,R) —pirodach-2 se disolvid

amortiguadores para preparar en una

Ejemplo 2

de fosfato

Preparacién de la solucidén amortiguadora.

10 mM de fosfato de potasio, pH de 6,5

-50 ml de 10 mM de fosfato de potasio,

32

cada uno de estos
solucién de 1 mg/ml. Se
monitored mediante HPLC 1la potencia de las soluciones tapadas
almacenadas en camaras de estabilidad controladas a 25 °C/60 % de

RH y 40 °C/75 % de RH. Ver Figura 1 y Figura 2.

Impacto del pH en la estabilidad de la solucidén de amortiguador

dibdsico ajustado con



~145 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobdsico

-pH final de 6,50

10 mM de fosfato de potasio, pH de 7

—-200 ml de 10 mM de fosfato de potasio, dibasico ajustado con
~126 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobédsico

-pH final de 7,01

10 mM de fosfato de potasio, pH de 7,5

-50 ml de 10 mM de fosfato de potasio, dibdsico ajustado con
~14 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobdsico

-pH final de 7,50

10 mM de fosfato de potasio, pH de 8,0

-50 ml de 10 mM de fosfato de potasio, dibdsico ajustado con
~4 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobdsico

-pH final de 8,00

10 mM de fosfato de potasio, pH de 8,5

-50 ml de 10 mM de fosfato de potasio, dibdsico ajustado con
~1 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobasico

-pH final de 8,49

10 mM de fosfato de potasio, pH de 9,0

-90 ml de 10 mM de fosfato de potasio, dibdsico ajustado con
<1 ml de 10 mM de fosfato de potasio, monobdsico

-pH final de 9,02

(R,R)-pirodach-2 se disolvid en cada uno de estos

amortiguadores para preparar en una solucién de 1 mg/ml. Se
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monitoredé mediante HPLC la potencia de las soluciones tapadas
almacenadas en camaras de estabilidad controladas a 25 °C/60 % de
RH y 40 ©°C/75 % de RH a partir de lo cual se muestran, en las
Figuras 3 y 4, respectivamente, los datos informados a T=3 dias al
respecto de una solucidén amortiguada a un pH de 7,0.

Ejemplo 3

Sistema de HPLC

Parametro Condicidn

Columna Waters XSelect HSS T3, 4,6 mm x 100 mm,
3,5 pm

Volumen

sistdlico 100 ul

Temperatura de | 10,0 °C £ 2,0 °C
la columna

Temperatura de | Ambiente

la muestra

Fase mévil A: 50 mM de fosfato de sodio, pH de 2,0
Fase mévil B 100 % de acetonitrilo

Diluyente 20 mM de pirofosfato de sodio
Volumen de | 6 pl

inyeccidén

Tiempo de | 24 minutos

ejecucidn

Longitud de onda | 205 nm
de deteccidn

Tiempo Veloc1d?d de % de fase % de fase mévil
(minutos) flujo mévil A B
(ml/min)
0,00 1,5 100,0 0,0
4,93 1,5 100, 0 0,0
14,53 1,5 90,0 10,0
16,53 1,5 100,0 0,0
24,00 1,5 100,0 0,0
Ejemplo 4

Formulacién lista para usar de 5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en 10
mM de bicarbonato de sodio a un pH de 9,0-9,5 (protocolo de

estabilidad de prototipo de (R,R)-pirodach-2 de Pharmatek)

U Transferir 1680,0 mg + 0,5 mg de bicarbonato de sodio a un

matraz volumétrico de 2 1.

° Llenar el matraz hasta alrededor del 75 % del volumen con
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agua, agitar seguin sea necesario para disolver todos 1los

sdélidos.

Transferir volumétricamente 32,0 ml de NaOH 1IN al matraz.
Diluir al volumen con agua y mezclar bien.

Registrar el pH de la solucidén final. Este es el diluyente.
Transferir 7653,1 mg +* 0,5 mg de (R,R)-pirodach-2 a un
recipiente mezclador.

Transferir 1500 mM del diluyente al recipiente y agitar para
disolver los sélidos.

Registrar el pH de la solucidén final.

Pasar la solucidén completa a través de una membrana estéril
de filtro de 0,22 pm hacia un recipiente -estéril de
recoleccién.

Calcular la concentracién de la solucidn de (R,R)-pirodach-2

Peso de (R,R)-pirodach-2, mg * pureza de (R,R)-pirodach-2

([ (R,R)—pirodach-2], mg/ml =

1500 ml
Realizar lo siguiente en una campana de flujo laminar; llenar
los viales estériles de vidrio de borosilicato de Tipo 1 de
10 ml con un volumen de llenado de 10 ml, taponar los viales
con tapones estériles de goma de 20 mm y engastar con tapones

para encapsular de 20 mm.

Colocar los viales en camaras de estabilidad a 25 °C/60 % de
RH, 2-8 °C y -20 °C. Método de HPLC en el Ejemplo 3 para

controlar la pureza y las impurezas.

Ejemplo 5

Formulacidén lista para usar de 15 mg/ml de (R,R)-pirodach-2

V es el volumen final requerido de solucidén a realizar

Disolver V x 11,4 mg de fosfato de sodio, tribédsico
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(dodecahidrato) + V x 4,26 mg de sodio, dibdsico (anhidro) en
V ml de agua destilada. Agitar hasta que se disuelvan las
sales amortiguadoras.

Agregar a la solucidén amortiguadora agitada una cantidad de V
x 15 mg de (R,R)-pirodach-2; agitar en un agitador magnético
hasta que el sélido (R,R)-pirodach-2 se disuelva completamente
(10 =30 minutos)

Registrar el pH de la soluciédn.

Ajustar el pH, si es necesario, a 7,0 - 7,4, mediante la
adicién de V x 1,8 mg de fosfato de sodio, tribasico
(dodecahidrato) con agitacidén para disolver; registrar el pH
final.

Para hacer una solucidn de (R,R) —pirodach-2 de una
concentracién mas baja, diluir la solucidén anterior de 15
mg/ml de (R,R)-pirodach-2 con una cantidad adecuada del

vehiculo.

Ejemplo 6
Formulacién lista para usar de 5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en 10

mM de fosfato de potasio a un pH de 7,2-7,5

Transferir 4564,6 mg * 0,5 mg de fosfato de potasio dibdasico,

trihidrato a un matraz volumétrico de 2 1.

o)

Llenar el matraz hasta alrededor del 75 % del volumen con
agua, agitar seglin sea necesario para disolver todos 1los

sdélidos.

Transferir volumétricamente 32,0 ml de KOH 1IN al matraz.
Diluir el matraz al volumen con agua y mezclar bien.
Registrar el pH de la solucidén final. Este es el diluyente.

Transferir 7653,1 mg + 0,5 mg de (R,R)-pirodach-2 a un
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recipiente mezclador.

o Transferir 1500 ml del diluyente al recipiente y agitar para
disolver los sélidos.

o Registrar el pH de la solucidén final.

° Pasar la solucidén completa a través de una membrana estéril
de filtro de 0,22 pm hacia un recipiente estéril de
recoleccién.

o Calcular la concentracién de la solucidn de (R,R)-pirodach-2

Peso de (R,R)-pirodach-2, mg * pureza de (R,R)-pirodach-2
([ (R,R)—pirodach-2], mg/ml =

1500 ml

Ejemplo 7
Formulacién lista para usar de 5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en 10
mM de fosfato de sodio, 5,2 mM de pirofosfato de sodio a un pH de

7,5

o Transferir 1419,6 mg = 14,0 mg de fosfato de sodio dibasico
anhidro a un matraz volumétrico de 1 1.

o Transferir 2298,5 mg = 23,0 mg de pirofosfato de tetrasodio
decahidrato al mismo matraz volumétrico de 1 1.

o Llenar el matraz hasta alrededor del 75 % del volumen con agua
estéril para inyeccidn, agitar segln sea necesario para

disolver todos los sélidos.

L Transferir volumétricamente 8,0 ml de NaOH 1N al matraz.

° Diluir el matraz al volumen con agua y mezclar bien.

o Registrar el pH de la solucidén final. Este es el vehiculo.

o Determinar el peso de tara de un recipiente de composicidn de

500 ml con barra de agitacién.
o Transferir 2500,1 mg =+ 25,0 mg de (R,R)-pirodach-2 al

recipiente.
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Transferir 450,0 g + 0,1 g del vehiculo al recipiente y agitar

para disolver los sdélidos.

Determinar el pH inicial de la soluciédn.

Ajustar lentamente el pH de la solucidén a 7,5 = 0,1 al agregar
NaOH 1IN adicional.

Determinar el peso bruto de la solucidén y diluir el peso de
la solucidén hasta 500,0 g + 0,1 g al agregar un vehiculo
adicional en el recipiente mezclador. Densidad = 1,00 g/ml.
Agitar la solucidén final durante 5 minutos adicionales.
Determinar el pH de la solucidén final.

Pasar la solucién completa a través de un filtro Stericup PVDF
de 0,22 pm hacia un recipiente estéril de recoleccidn.
Realizar lo siguiente en una campana de flujo laminar; llenar
los viales tubulares estériles de 10 ml con 10 ml de solucidn,
taponados con un tapdén estéril Flurotec, y engastados con un
clerre hermético de apertura facil.

Colocar los viales en cdmaras de estabilidad a 40 °C/75 % de
RH y 25 °C/60 % de RH. Método de HPLC en el Ejemplo 3 para

controlar la pureza y las impurezas.

Ejemplo 8

Formulacién lista para usar de 5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en 5,2

mM de pirofosfato de sodio a un pH de 7,5

Transferir 2298,5 mg + 23,0 mg de pirofosfato de tetrasodio

decahidrato a un matraz volumétrico de 1 1.

Llenar el matraz hasta alrededor del 75 % del volumen con agua
estéril para inyeccidn, agitar segln sea necesario para
disolver todos los sdlidos.

Transferir volumétricamente 14,5 ml de NaOH 1IN al matraz.

Diluir el matraz al volumen con agua y mezclar bien.
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. Registrar el pH de la solucidén final. Este es el vehiculo.

. Determinar el peso de tara de un recipiente de composicidén de

500 ml con barra de agitacién.

. Transferir 2500,1 mg =+ 25,0 mg de (R,R)-pirodach-2 al
recipiente.
° Transferir 450,0 g + 0,1 g del vehiculo al recipiente y agitar

para disolver los sdlidos.

° Determinar el pH inicial de la solucidn.

o Ajustar lentamente el pH de la solucidén a 7,5 = 0,1 al agregar
NaOH 0, 1N adicional.

o Determinar el peso bruto de la solucidén y diluir el peso de

la solucidén hasta 500,0 g + 0,1 g al agregar un vehiculo

adicional en el recipiente mezclador. Densidad = 1,00 g/ml.
° Agitar la solucidn final durante 5 minutos adicionales.
° Determinar el pH de la solucidén final.
° Pasar la solucidén completa a través de un filtro Stericup PVDF

de 0,22 um hacia un recipiente estéril de recoleccidn.

o Realizar lo siguiente en una campana de flujo laminar; llenar
los viales tubulares estériles de 10 ml con 10 ml de solucidn,
taponados con un tapdén estéril Flurotec, y engastados con un
cierre hermético de apertura facil.

° Colocar los viales en cadmaras de estabilidad a 40 °C/75 % de
RH y 25 °C/60 % de RH. Método de HPLC en el Ejemplo 3 para

controlar la pureza y las impurezas.

Ejemplo 9

Estudio de disefo de experimento sobre la estabilizacién del ion
pirofosfato

Las formulaciones utilizadas para el estudio de disefio de

experimento se enumeran en la Tabla 11. La evaluacidén de
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estabilidad bajo la temperatura altamente agobiante de 60 ©C
demuestra que la adicién de cantidades muy pequeflas de ion
pirofosfato, incluso tan poco como ~0,25 equivalente molar con
respecto a la (R,R) —pirodach-2 presente, proporciona una
disminucidén considerable de la velocidad global de degradacidén de
(R,R)—pirodach-2 y de la aparicidén de impurezas. En particular,
los datos muestran que el ion pirofosfato produce la desapariciédn
progresiva de wvarias 1impurezas inicialmente presentes en la
solucidén acuosa resultante de las impurezas en el (R,R)-pirodach-
2 o que se han formado durante la preparacidén de la solucidn.
Especificamente, la presencia de pirofosfato produce la rapida
desaparicidén de la impureza del dimero de (R,R)-pirodach-2 y de la
impureza RRT ~3,1-3,2.
Tabla 11

Formulaciones de disefio de experimentos de pirofosfato de (R,R)-

pirodach-2
N.° de Concentracidén | Concentracidn
formulacién de fosfato de pirofosfato pH
1 10 mM 10,305 mM 6,5
2 10 mM 10,305 mM 7,5
3 ninguna 10,305 mM 7,5
4 ninguna 10,305 mM 6,5
5 10 mM 5,153 mM 6,5
6 10 mM 5,153 mM 7,5
7 ninguna 5,153 mM 7,5
8 ninguna 5,153 mM 6,5
9 10 mM ninguna 6,5
10 10 mM ninguna 7,5
11 10 mM 1,0305 mM 6,5
12 10 mM 1,0305 mM 7,5
13 10 mM 2,577 mM 7,5
14 ninguna 5,135 mM 8,5
Ejemplo 10

Formulacidén acuosa lista para usar de (R,R)-pirodach-2
(5 mg/ml de (R,R)-pirodach-2 en 10 mM de amortiguador de fosfato

a un pH de 7) en viales de 10 ml
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Se agregaron 24645,5 g de agua estéril para inyeccidédn en un
vaso de precipitado de vidrio de 36 ml equipado con un mezclador
mecanico. Se agregaron, con agitacidén, 47,03 g de fosfato de
potasio dibadsico de acuerdo con la USP y se dejé que los sdlidos
se disuelvan. Se agregaron 253,8 g de hidréxido de potasio 1,00 N
en la solucidén agitada. Se usd agua estéril para inyeccidn de
acuerdo con la USP (900,0 g) como un enjuague para facilitar ambas
adiciones. Se agregd lentamente, con agitacidén vigorosa, (R,R)-
pirodach-2 (201,87 g) vy 1la agitacién continudé hasta gque se
disolvieron todos los sdélidos. Se usd agua estéril para inyeccidn
de acuerdo con la USP (900,0 g) como un enjuague para facilitar la
adicidén. Se determind que el pH era de 6,7. Se agregd un total de
85 ml de hidrdéxido de potasio 1,00 N en alicuotas de 5,0 ml para
ajustar el pH a 7,3. La solucidén se filtrd de forma estéril a
través de un filtro Millipore Millipack de 0,22 p y se 1llend de
forma aséptica; 10 ml llenan un vial en 10 ml en viales moldeados
transparentes de 10 cc de Wheaton, taponados con un tapdén de 20 mm
y engastados.

Los ejemplos y descripcidn precedentes de ciertas formas de
realizacién preferidas deben tomarse como ilustrativos de la
presente invencidén, mds que como limitantes. Como apreciaran
fadcilmente las personas del oficio de nivel medio, se pueden
utilizar numerosas variaciones % combinaciones de las
caracteristicas expuestas anteriormente sin apartarse de 1la

presente invencién.
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